








異、fms-like tyrosine kinase receptor-3（FLT3）遺
伝子変異の組み合わせ、また CCAAT/ enhancer-
binding protein-（CEBPA）遺伝子変異が注目さ












































acute myeloid leukemia,  gene mutation,  nucleophosmin















知られている9, 10)。AMLにおいてFLT 3 遺伝子のJM
領域の一部が重複して繰り返される FLT 3-internal 






（transactivation domains 1, TAD1、transactivation 









































秒 アニーリング58℃ －90秒 伸長反応72℃ －90秒 27
サイクル、伸長反応72℃ －10分 1 サイクル）を行っ





















サンプルよりQIAamp DNA Blood Mini Kitを用いて
DNAを抽出し、Applied Biosystems 2720サーマル
サイクラーを用いてmultiplex PCR（熱反応95℃－15
分 1 サイクル、熱反応94℃－30秒 アニーリング58℃
－90秒 伸長反応72℃－90秒 33サイクル、伸長反応72














（95℃－15分 1 サイクル、94℃－30秒 58℃－90秒 72℃
－90秒 33サイクル、72℃－10分 1 サイクル）を行い、
Applied Biosystems Big Dye Terminator v1.1 
Cycle Sequencing Kit を用いて PCR 産物の塩基配
列決定反応（96℃－1 分 1 サイクル、96℃－10秒 50℃
－5 秒 60℃－4 分 25サイクル）を行った。塩基配列決
定反応に用いたプライマー 17) は表 3 に示した。反














温で 5 分間遠心した（これを 2 回繰り返した）。上清













NPM (236bp)5-AGGACAGCCAGATATCAACTGTTAC-3 VIC-Forward :NPM  
5-AGTTAACTCTCTGGTGGTAGAATGAAA-3Reverse :      
TAD 1 (326bp)5-TCGGCCGACTTCTACGAGGC-3VIC-Forward :TAD 1
5-GCGCCCGGGTAGTCAAAGT-3Reverse :  
TAD 2 (251bp)5-TACCTGGACGGCAGGCTGGA-3NED-Forward :TAD 2
5-TGCAGGTGCATGGTGGTCT-3Reverse :
bZIP (246bp)5-AGAAGTCGGTGGACAAGAACAGCAA-3PET-Forward :bZIP















（genomic DNA 10ng/l ）を 変 異 陰 性 の 検 体





　NPMとFLT 3 -ITD 遺伝子変異の同時検出の結果

















a) NPM陰性、TAD1 陰性、TAD2 陰性、bZIP陰性例　　b) NPM陽性、TAD1 陰性、TAD2 陰性、bZIP陰性例














FLT 3 変異陽性が 7 例（14.3%）、CEBPAのTAD 1 





および bZIP 変異陽性は検出されなかった。TAD 2
変異陽性は 4 例（12.5%）であったが、全て 6 bpの塩
基の挿入のポリモルフィズムであった。健常人21例
では、NPM、FLT 3、CEBPAのTAD 1 および bZIP
変異陽性は検出されなかったが、TAD 2 変異陽性が






られるtype A17) の塩基配列を図 5 に示す。陰性例に
比べ、type Aでは960番目の塩基部分にTCTGの 4 
塩基の挿入があり18)、960番目以降の塩基配列にフ
レームシフトが生じていることが確認できる。
　NPM陽性例10例中type Aが 6 例、type Bが 1 例、







ルに従って行ったところ、収量が 1 ～ 5ng/l 程度
と少なく解析が困難であった。最終ステップで
Buffer ALTの添加量を200l から50l に減らした






















a) 正常例の塩基配列　　b) type Aの塩基配列（４塩基挿入部分を下線で示す）
a) b)
# # ) # 6 % 6 % 6 ) ) % # ) 6 ) ) # ) ) # # ) 6 % 6 % # # ) # 6 % 6 % 6 ) ) % # ) 6 ) ) # ) ) # # ) 6 %



























































フィズムではないTAD 2 陽性率は 2 %、bZIP陽性
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Abstract
【】Nucleophosmin (NPM), internal tandem duplications in the fms-related tyrosine 
kinase 3 (FLT3-ITD) and CCAAT/enhancer-binding protein-(CEBPA) gene mutations 
have recently attracted considerable attention in acute myeloid leukemia  (AML) 
with normal karyotype.  We investigated the method that can easily and 
simultaneously detect these aberrations.
【】Genomic DNA specimens were collected from not only fresh bone 
marrow or peripheral blood cells but also smears of these samples.  We also 
extracted and synthesized cDNA from these fresh cells. In all samples, presence of 
NPM, FLT3 and CEBPA gene mutations were examined by multiplex PCR assay 
using several colored fluorescence labeled primers, followed by capillary 
electrophoresis using ABI Prism 310 Genetic Analyzer.  In order to easily 
discriminate gene mutations, we used primers that could amplify PCR products of 
different size.  Abnormal profiles of NPM were confirmed by direct sequencing.
【】Ten (20%) NPM and 7 (14%) FLT3-ITD mutations were detected in 49 
AML patients.  One (2.0%) TAD 1, 15 (30.6%) TAD 2 and none bZIP mutations of 
CEBPA could be detected in these patients. In analysis of sensitivity, leukemic cells 
had to be present more than 10% in original sample.
　This PCR-Gene Scan method is easily and rapidly performed.  We suggest that 
these assays may be introduced in routine analysis of genetic alterations in AML in 
hospital laboratory after closer examination of accuracy.  More samples from 
uniformly treated patients should be collected to analyze the relationship between 
these aberrations and the prognosis of them.
